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DNA多型解析による昆虫の種間および種内変異解析
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Molecular approach suchas evaluation of species diversity，and molecular phylogenetic study ismajor tech幽 幽 司 
nique for numerous fields of biology. Insects are highly evolved organisms because of their species richness and 
popul剖ionsize. And there are many studies using DNA in entomology. Then，1reviewed molecular study of in欄 
sects such as RAPD，RFLP，PCR幽 RFLP，Multiplex PCR and DNA barcode based on references published so 
far. In addition，1discussed the problem of molecular adaptation to DNA barcode of insects. Then，1in仕oduced 
molecular phylogenetic analysis and molecular identification study of our laboratory. In conc1usion，1pointed out 
prospects of the adaptation molecular technique to agricultural pests or natural enemies. 
本稿では主としてDNA多型解析を用いた昆虫類の種間の
はじめに 比較や種内変異解析に関する研究を紹介するとともに，この
分野の農業関係への適用についても普及したい.また最後に
PCR (polymer:蹴 chainreaction)の普及により現在，様々な 研究室でこれまで、行ってきたヤガ科のキンウワパ類を材料
生物を対象に，いろいろな分野において遺伝子を用いた研究 とした系統発生的なアプ口…チや種間比較の研究を紹介す
が行われている.その研究する分野については遺伝学や分類 る. 
学的な領域はもちろん，生態学的な研究においても活用され
ており，分子マーカーという形で今ゃなくてはならない研究 1. RFLP，RAPD法
手法である.分類学的な領域については形態では進化の道筋
が明らかにできなかったような生物群(例えばバクテリアな 即日(RestrictionFra伊 lent Leng血Polymorphism，制限醇索断
どの微生物)では遺伝子の違いで穂の記載が行われている(例 片長多型)は， DNAを抽出しこれを制限酵素によって切
えば Ivanovaaet札 2ω7; Boltyansk:a l.，2ω7 断して得られた DNA断片の長さが穂聞や同一種内の個体ya et a など).また
これまでの形態による系統発生とは異なる新たな視点で進 聞で異なる，つまり多型を示すことである.制限酵素は特定
化を論じる研究も盛んに行われている(例えば Nikaidoet a の配列を検出してその部位を切断するが，突然変異により比l.， 
1999 ; Whiting et a A1 21.， set a2ω3 ; 1.， ∞など).このようにこ4 較する種や個体聞で制限酵素の認識する位置の塩恭配列が
れまでの遺伝子を用いた研究を一変させてしまった間期的
な手法であるPCRだが，現在では世界中のほとんどの研究機
関ではこの装置を用いて遺伝子の解析を行うことができる
環境が整っている.
見出類はその多様性と適応力でこの地球上でもっとも繁
栄している生物であるから，この多様性の秘密令解き明かす
べく多くの遺伝子に関する研究がどんどん公表されている.
そして形態やその他の形質と遺伝子情報を組み合わせなが
ら多くの興味深い研究が行われている.
こういった研究に用いられている手法としては，遺伝子の
塩基配列を直接比較する他に，権基配列情報からDNAの変
異している部位を利用して簡易に比較を行う DNA多型解析
も感んである.
置換されていると，切断されたりきれなくなったりするので，
この多型を検出することができる.核DNAは長すぎるので，
たいていの場合はミト口ンドリアなど短い塩基配列のDNA
を抽出してこれを制限酵素で処理する.わざわざミトコンド
リアDNAを核のDNAと分けて抽出する必要があるなど手聞
がかかってしまうのマ，今では後述するPCR削即日の方が一
般的となっている.
方， RAPD(RandomAmp凶 cationof Polymorphic DNA) と
は10bp税度の短いランダムな(遺伝子などの意味を持たない)
プライマ…を 1種類入れてPCR反応させ ランダムに増輔さ
れたDNA断片を種間等で比較して種の同定や系統関係を推
定する方法であるが，ランダムなブライマ…を低いアニーリ
ング温度で増幅するという手法のため，得られた断片の出現
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には再現性が得られない場合もあって，今ではあまり用いら
れていない. 
Van1町berghe-Masu耐(2ω4)は卵寄生蜂であるタマゴパチ
にこの即日とRAPDを適用し，穂の同定や系統関係を推定し
ている.タγゴパチという大変微小な昆虫のしかもミトコン
ドリアDNAを抽出するには，母系遺伝するミトコンドリア 
DNAの性質から単メス系統にした大量のタマゴバチを供試
しているが，写真などが判然としないため(写真を掲載した
のは制面したいが)わかりづらい結果となっている. 
2. PCR附円ドしP法 
PCRに用いるブライ γ}の設計が容易になったため，現在
ではPCRでDNAの一部分を増幅し その反応生成物を制限酵
素で切断する手法であるPCR-RFLP法が主流になっている.
つまり目的とする遺伝子をPCRで増やした後，得られたDNA
領域を制限酵素で切断してから電気泳動を行い断片の比較
を行うものである.この場合だと制限酵素で切断するDNA
が増幅されているものなので，切断したDNA断片ははっき
り確認できる.
大類ら (2ω0)は，外部形態による識別が困難であるオオ
タバコガとタバコガについてミトコンドリアDNAの16S 
r附仏遺伝子の一部を使ってPCR-RFLP法による解析を行っ
ている.その結果，塩基配列の変異性から 2種の制限酵素で
両種の識別が可能であることが明らかとなった.さらにこの
断片長の瀧いをマーカ…として全国各地の両種の分布につ
いても調査を行い，両種が国内に広く分布していることを示
している.はじめに目的とする領域の塩基配列も明らかにす
るなど大類ら (2∞0)の研究は鍛密なものであるが，塩基配
列解析を行う事ができない場合には増幅した断片にいくつ
かの制限酵素を処瑚して断片に差がみられるかどうかを細
かくスクリーニングしていく手法も可能である.またDNA
の塩基配列を受託解析してからルーチンワ…クとしてPCR-
RFげを行う研究実施体制も十分可能である.
この他にPCR-RFLPを利用した研究としては野外での生態
解明の一環としてヤガ科の蛾であるオオタバコガの仲間 He-
liot肋(現Helicovevpα)νi附 censとその近縁種Hsu駒xαとの交
雑個体を識別するのに適用した研究 (Roehr伽lZ， 1994)や卵
智生蜂のタマゴパチの解析例が報告されている (Silvaet al吋 
1999).またやはり寄生蜂だがコガネパチの仲間の問定にも
用いられている (Taylor，1999). また，外部形態の同定がき
わめて困難なLiriomyza属のハモグリバエ類の同定にもこの手
法が活用されており，アシグロハモグリパエL.huidobrensis 
と他種との識別 (Schefferet al吋 2ωl;M出 e凶d札 2ω6)，マメ
ハモグリパエやアシグロハモグリパエなどの識別 (Koxet札， 
2ω5)と，研究例も多くみられる.いずれもゲル上のバンド 
で視覚的に穂の識別が行える.
3. マJレチプレックスPCR 
γルチプレックス (Multiplex)PCRは，一つのPCR反応、系に
複数のブライマー対を同時に使用することで，複数の遺伝子
領域を同時に増幅する方法である.これによって一度のPCR
と電気泳動で複数の増幅産物が同時に検出できることから，
迅速に変異を識別することができる. しかし，マルチプレッ
クスPCRを行う際には，それぞれのタ…ゲットの増幅が一聞
のPCR反応、系で良好に行えるように，使用するブライマーの
設定，反応条件の検討を行わなければならず，煩雑な作業が
必要となる.特に近縁種の比較を行う際はわずかに異なる塩
基配列をもとに一方の種の配列しかアニールしないプライ
マ}配列と反応条件を決めていくので，はじめに塩基配列の
解析を行いその情報を基にプライマー条件を決定していく
ことになる. しかし一度この条件が決まってしまえばあとは 
PCR反応を行うだけなので，手軽な同定法になる.公表され
ている研究の多くは， 3∞Ibp程度の比較的短い地基配列をも
とに分類群聞で比較し その中のわずかな塩基配列の違いを
検出できるようブライマーを設計し，これらのブライマ}を
用いてDNAを増幅してそのバントの数や位置から識別を
行っているものが多い.
マルチプレックスPCRを問定に活用した例は Cecidophyop雌
府属のダニ類7穂の同定 (LavaKumar et al.，1999)や，札I¥PD
のマ…カーを活用してコガタハマダラカの同定を行った例 
(Kengne et札， 2∞1)，オオサシガメ類の隠蔽的な種群の同定 
(Pavan and Monteiro，2∞7)に活用されている.また天敵昆
虫にもなっているヒメハナカメムシ類5種の同定や(回nomo欄
肋 eta ∞l.，24)，卵寄生蜂のタマゴパチの同定にも有用な結果
が得られている (Davi肌 2ω6). さらにはトウモロコシの叢
であるハムシ(甲虫)の NorthernCorn Rootwonnやそ
の近縁種の識別に使用している (Roehr，伽lZ，2ω3). また日本
のトマトハウスで混発しているトマトハモグリバょにとナス
ハモグリパコニの識別にもマルチプレックスPCRが役立つてい
る(Mi刷。t札 2ω4). 
4. DNAバーコードと瀧伝子適用の問題点
ミトコンドリアの COI(Cytochrome Coxidase subur甘tI)遺伝
子の塩恭配列情報を用いた場合，ほぼすべての動物を穂レベ
ルで識別することができ これを照らし合わせればだいたい
どの分類群に属するかわかるということで IDNAバ}コー
ドJと命名され (Hebertet al，2∞3)，その後， IDNAバーコ}
ドに基づく同定支援システム」のもとに Conso凶umfor The 
Barcode of Life (CBOL)という組織が設立され，全動物群の
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DNAパ}コードのデ}タベース化を目的とした情報の蓄積
が進んでいる.農業害虫は鳥類，魚類，外来生物とともに重
点課題のーっとされていることから昆虫の情報蓄積や研究
も盛んに行われている.例えば熱帯のチョウ目見虫について 
(H司ibabaeiet a トンボの仲間についての解析(Rach2ω6) 1.， 
l.，2∞8)など多数の研究が行われており，いずれもDNA
パーコ}ドによって種の識別や同定等に有効であることを
しているものが多い さらにはDNAバ」コードの解析を
進める過程で隠蔽種(形態的に区別が困難であるが，生物学
的に別種と認識される種)の存在が明らかになった例もある 
(Heb倒 eta1.， 2∞4).このHebertet a1.(2ω4)によると 1種と
されてきたセセリチョウが10種にも分かれるほどDNAの権
基配列が異なっており この情報に基づいて改めて仰の形質
すなわち生態や幼虫形態を調べてみるとやはり別種である
ことが判明したということである.また寄生性のハエ類につ
いての解析で、は寄生パエとその寄主との関係でこれまで判
明していなかった関係が明らかになったり (Smithet札， 
zω7b)，いろいろな寄主に寄生するジェネラリストだと思わ
れていた16種は特定の寄主に寄生する穂であったことが明ら
かになるなど (Smi出。t札 2ω7b)，パ}コ}ドによってこれ
まで分からなかった新しい知見も明らかになっている.
このように今後ますます発展していく印象が強いDNA
バーコ}ドブロジ‘ェクトであるが，問題点もある.大きな問
題点は selectivesweepと呼ばれるミトコンドリアDNAが特定
のタイフ。に置き換わってしまう遺伝子浸透現象である.この
現象には Wolbα'chiαなど細胞質共生微生物が大きく関与して
et a
， 
いる. Jig伊18(2ω<3)の報告では等生することによってオスの
肱が死んでしまうオス殺しという現象を引き起こす肋lbル 
chiaによってタテハチョウの一種であるエンケドンホソチョ
ウと近縁種のミトコンドリアDNAは，Wolbα'chiαの寄生によっ， 
て特定の型の遺伝子が同種聞に広まってしまいミトコンド
リア遺伝子では両種の識別が出来ないことになってしまう.
これと全く同じ現象を我々もキチョウで発見した (Naritaet 
札， 2∞6). 日本に生息しているキチョウは現寂，南西諸島に
分布するキチョウと，南西諸島以北に分布しているキタキ
チョウに分かれることが最近明らかとなったが，細胞質不和
合性を引き起こすWolbachiaの寄生によって，キチョウとキ
タキチョウのミトコンドリアDNAはほとんど同じタイプカま
広まってしまっており，Wolbα~chia寄生個体が大多数となっ
ている日本のキチョウ 2穂をCOIの塩基配列で分けることは，
出来ない. もちろん核 DNAは2種間で異なるので， きちん
と両種を分けることが出来る (Nari旬 eta1.， 2∞6). こうした 
Wolbachiαの感染とミトコンドリアDNAが一致しない例は他， 
tworthetにもクロパエの仲間で報告されており(Whi 1.，a
zω7)， ミトロンドリア DNAのCOI遺伝子を用いたDNAバー
コードだけで種を同定することは出来ない例が今後も多く
なってくると考えられる.
しかしながら Wolbα'chi，αの寄生の有無を確認するなどの手
順は必用かもしれないが，多くの種においてバーコード情報
は有効だと考えられ，完全ではないが今後の動物の同定作業
において lつの柱となる可能性を秘めている. 
5. 研究の具体例:キンウワパ類のDNA解析
キンウワパ類とはヤガ科のキンウワバ亜科に属する蛾の
仲間で全世界に約4∞種，日本には60余種が記載されており 
(Kitc凶19，1987;杉， 1982;杉， 2∞0)，成虫および他のステー
ジの外部形態の安定性からまとまった一群とみなされてい
る.アメリカ合衆国ではイラクサギンウワパ初'chopl附iαniを
はじめ， 日本には未分布だがAutographacalifornicaやPseudo幽 
plωia includenceといった著名な害虫を含んでいるが， 日本で
はアブラナ科野菜等を食害するタマナギンウワバ Autographa 
nig巾伊αやイラクサギンウワパ以外は防除の対象になって
いない.しかしながら幼虫が狭食性から広食性を示す種類も
多く，総合的害虫管理 (IPM)の普及に伴い減農薬によって
これまで岡場に進出していなかった穂の発生がみられてい
る.
キンウワパ類は各ステージの外見の安定性に反して，成虫
の雌雄交尾器には変異性が高く，これを重視した分類体系は
多くの属を創設し細分化が起こっている.一方，成虫だけで
なく幼虫の形態も加味した研究では腐をまとめる傾向がみ
られる.そこで研究室のグループではこれまでキンウワパ類
について分子生物学的な解析を行い，系統関係や穂内変異等
を明らかにする研究を行っている.酵素の遺伝子頻度等によ
る解析も行っているが (Nomuraand k凶lose，190 ; Nomura， 
198)，ここでは本稿に関連したDNAの系統解析や近縁種の
同定法について紹介したい. 
(1) ミトコンドリアDNAによる系統解析
日本産キンウワパ類別穏を供試し ミトコンドリアDNA
のND5(NADH dehyd.rogenase subunit 5 ) とのtみ(伽hrome-b)
の2遺伝子についてそれぞれ一部の塩碁配列を決定した. 
ND5遺伝子722bpとのtφ遺伝子680bpを合わせてl却2坤を用
い，これを幼虫の腹脚が2対のキンウワバ類の中で4対の腹
脚を持つなど原始的な種であることが明らかになっている
マダラウワパを外群として，最節約法により系統閣としたの
がFig.lである. 
50%以上のブ}トストラップ確事を示す分岐も多く，概ね
信頼度の高い系統図が得られた.系統図の構成穂をみてみる
と既存の族(出be)や属 (genus)で比較的よくまとまってお
り，これまでの形態による系統関係をよく反映しているもの
が多かった. しかしそれに当てはまらない関係，つまり既往
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Z側 opli幽 ia ocht倒 taコセYカキンウワパ
均制剤師iaintel'm油ギクキンウりJt 
Diachrysia晴'1yson湾.::t:fンウワパ
。!iachry軍ia sten併カF阿is "'*tサゴキンウワJ'i. 
ct鮒 opJUSId iIlbostriataヱゾギクキンウワパ 
P恥siaた'stu問eイネキンウワパ 
Fig. 1 Parsimony tre of25 plus面lemo伽出血gl必4bpof ND5 and Cyt-b genes of mitochon命ialDNA
の形態形質による属の類縁関係と大きく異なる穂もみられ
た.これについては今後の更なる解析が必要であるが，こう
したこれまでの系統関係と大きく異なっていた種は，これま
でに酵素の遺伝子頻度解析で Nomura(1998)治宝指摘した種と
同じで、あった.
その種とはウリキンウワパ Anadevidi，αpψ0附，イネキンウ
ワパ月間的fes加cω そしてエゾギクキンウワパ Ctenoplusiaal-
bostriαtaである.なかでもイネキンウワバとエゾギクキンウ， 
ワパは外群指定したイラクサマダラウワパと同じぐらい亜
科内の他穂とは離れた関係を示し，ユニークな存在といえよ
う.次に遠縁な関係を示したウリキンウワパとともにこれら 
3種は，形態形質により所属している族の他種とは異なる食
性を示すことが共通しており，それぞれの和名に代表的な食
草の名前がキンウワパの前に冠されている.これらの種の存
在はキンウワパ類の進化の道筋を考える上で大変興味深く，
今後の解析もこれらの種を中心に進めていく予定である.さ
らに今後は現在盛んに行われているDNAバ…コードの普及
も視野に入れながらCOI遺伝子の解析なども行っていきた
しー 
(2) 種の同定(分子同定)
キンウワパ類は成虫の形態が類似した種も多いが，幼虫に
ついてはどの種も似たような形態をしており，同定はきわめ
て困難である.一瀬 (1962)による腹部刺毛配列をもとにグ
ル}ブ分けすることは可能であるが，同じグル}プには線数
の種が含まれるため，刺屯配列だけで穂の同定には至らない.
そこで分子同定の手法を適用するために，レタスに発生し
同じ刺毛配列を持つことから幼虫での同定が困難なタマナ
ギンウワパとキクギンウワバの 2種について，マルチプレッ
クスPCRによって種の同定を試みた.両穂のミトコンドリア 
DNAのCOll(Cytochromec0幻伽sesub開討tI)の…部の塩基配列
を決定し，その配列からプライマ…を設計し，タマナギンウ
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A. nigrisigna M conだIsa 
M 
Fig.2 PCR products of Autogrα!pahαnigrisgnα(left) and 
Mαcdunnoughiαconルω(r均ht)M :Marker (100bp 
DNA ladders) (H郎副yamaet al.，unpublish吋da胞)
ワパでは 1つ，キクギンウワパでは 3つの部位の増幅産物が
現れるようにしたところFig.2のような泳動像が得られ，識
別できることが確認された.これを受けて岡場に発生する実
際の幼虫の同定を行い，レタス圃場における両種の構成比な
どを明らかにしようと計闘している. 
6. 農業現場への適用
闘場に発生している害虫穂については，採集して同定を行
おうにも寄生種による寄生や病気により飼育途中で死亡す
るものの割合が高く これまでは不明とされるものが多かっ
た.このため圃場における(真のJ発生割合が明らかにでき
なかったが，今回紹介したような同定法により死亡個体でも
種の識別ができる可能性が高くなった今後はこういった手
法の利用により多くのデ…タが審積されることが設ましい.
タの蓄積に際し，手法の改良も望まれるところである.
研究機関では比較的簡単に遺伝子の解析を行うことができ
る状況にあるが，実際の農業の現場においてここで紹介した [1 ] Als，T.D.，R Vua，N.P.Kand u，A.A.Hs旦Yn，Ye且S出:h，N.R.D叫， 
ような種の同定技術などをすぐに行えるかとなると，現段階
ではまだ難しいだろう.発生している害虫種を採集後，速や
かに同定することができれば，防除を行う際の農薬の選択な
どに役立つことが多いと考えられる. しかしながら今回挙げ
た手法はまだまだ解析に時間を要するものばかりである.ど
うしても採集して試験研究機関等で解析を行うことになる.
しかし今後の技術革新により 短時間で結果が得られ，誰
にも簡単に使える新しい手法が開発され普及し，さらにコン
パクトで安価な機器(または簡易なキット等)が出回れば，
おわりに
遺伝子を使った昆虫の主な研究を紹介したが，もちろんこ
こでは紹介しきれなかった様々な研究が行われており，昆虫
の多様d性や進化の道筋への解明に役立つている.
また今回あげた問題点はあるものの，遺伝子解析がここま
で普及した現在，必要なのにも関わらずDNAを無視した研
究は成り立たないといってもいいだろう.新しい手法を適用
するごとに「この結果がこれまでの結果と違ったらどうする
か?Jというような声を聞くが，士院恭配列解析が進み情報量
が多くなった今ではそういう問題はほとんどなくなってし
まった.全ゲノムを短期間に解析できてしまうような次世代
型シークエンサ]も登場している現在だが，一方では実験器
具を必要としないほど簡便でコストも低い解析手法なども
登場してほしいものである.
摘嬰
分子生物学的なアプローチによる種の多様性評価や，進化
の道筋を明らかにする分子系統解析は，今や様々な分野で主
要な手法になっている.見虫は種の多様性，個体数の多きで
進化の頂点に立つ生物群であるが遺伝子を使った解析には
多くの研究がみられる.そこで様々な研究例会 1)即日， 
RAPD法， 2 )PCR幽 RFLP法， 3)マルチプレックスPCR，そ
して最近注目を集めている 4)DNAパ}コ…ドについてまと
めて整理するとともに，遺伝子の適用についての問題点を指
摘した.またこうした分子アプローチの研究例として我々が
行っているキンウワパ類の分子系統解析や分子同定法につ
いて紹介した.そして農業害虫や天敵類にこうした手法を適
用するにあたっての今後の展望についても示した.
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